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}非小細胞肺癌 に お ける マ イ ト マ イ シ ン C(mito mycin C, M M C) に対する耐性獲得の 機序を明 らか に する た め , ヒ ト肺腺
痛由来の 細胞株P C-9を親株 として M MC に持続接触 させ る こ と に よ りM MC耐性株, P C
-9/M C2 お よ び P C-9/M C4を樹立 した ･
感受性試験 の 結果, 耐性株P C-9/MC 2お よ びP C-9/M C 4 は, M M C に対 し て各々 3■4倍, 5･9倍 の 耐 性度を有 し て い た ･ こ れ ら
の 耐性株は , 新規 イ ン ドロ キ ノ ン系抗腫場物質E O 9 に対 して は 交差耐性を示 した が , シ ス プ ラ チ ン, ビ ン デ シ ン , エ トポ シ
ド, カ ル ポ コ ン , お よ び 新規M M C誘導体 の Ⅳ 2149 に対 して は 交差耐性を示さ なか っ た ･ ア ドリ ア マ イ シ ン お よび メ ナ ジ オ
ン に対 し て は 交差感受性 を示 した . 細胞内 の 薬剤蓄積量 は , 耐性株 で は 親株の 約60 % に低下 して い た ･ 細 胞質内 の D T ダ イ
ア ホ ラ ー ゼ (D T｣diapho r as e, D T D) 活性はP C-9の 26 1.5 ±92.7n m ol/ 分/mg蛋白 に対し, P C
-9/M C 2 で は13･5± 3･2, P C-9/M C 4
で は1.3± 0.6に低 下 し て い た . N A D H: チ トク ロ ー ム み5還元酵素活性 は 2種 の 耐性株 で と も に親株に比 べ 有意 に低下 して い
た , D TD の 選択的阻害剤であ る ジク マ ロ ー ル の 付加 に より , P C-9 の IC別, は約 2倍 に 上昇 した が, P C-9/M C 4 で は変化がなか
っ た
. さ ら に , ジ ク マ ロ
ー ル の 付加 は K W-2149 に対する感受性 には 影響を与えな か っ た が , D T D に対す る親和性が高 い E O 9
に対する感受性 は親株でも耐性株 でも低下 し た . ア ル キ ル 化能を持 つ 代 謝産物 の 生成量 は耐性株 に お い て耐性度の 上 昇と と も
に減少 した . D T D活性 の 低下 によ る薬剤の 細胞内活性化 の 障害が , 比較 的D T D活性 の 高い PC-9 に おい て は 耐性獲得の 機序 と
して 重要である と 結論 され た .
Eby w o rds mito mycin C, D
′
r diapho ras e, E O 9, K W二2149, n O n- S m allc elllu ng c an c er
マ イ トマ イ シ ン C(mito mycin C, M M C) は, 非小細胞肺癌 に
対 して 単剤で有効 である数少ない 抗癌剤 の
一 種 で ある . しか し,
その 耐性獲得機構に関 して の 報告 は少 な い , こ れ まで に , P-糖
蛋白の 出現 に よ る薬剤排出の 克進1) , D N A修復 の 克進2), 薬剤
解毒機構 の 克進3)4)など が報告さ れ , 最近で は い く つ か の 報告 で
薬剤 の 細胞内で の 活性化の 障害が M M C に対する耐性獲得 に重
要である こ とが 示唆 さ れ て い る
2)5い 7】
M M C がその 細胞毒性を発揮す る ため に は , 細 胞内 で還元 を
受け活性化され る 必要が ある 椚
)
. そ の 還元反応 と し て , キ ノ ン
環の 2個の 酸素原子 の 一 方 が還元を受け, セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ル
を生成す る 一 電子 還元 の 経路10)11)と , 両方が 一 度 に還元 さ れ 水
酸化 キ ノ ン ラ ジ カ ル を生 じる 二電子還元 の 経路
12 卜15)が ある と さ
れ て い る. 無あ る い は低酸素の 条件下 で は 一 電子還元が活性化
経路 と して極 めて 重要 と され て い る が
1(岬 )
, 好気的条件下 で は ,
セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ル が 酸化を受けて不括化 され る ため に, 相対




一 電子還元を楳介す る酵素と して は , キ サ ン ナ ン 酸化
酵素や M P H:チ トク ロ ー ム P-450還元酵素が知ら れ
l …
, 二 電
子還元酵 素と し て は , 以 前 よ り D T一 ダ イ ア ホ ラ ー ゼ (D T-
diaphor as e, D T D) と 呼ば れ て い た NA D(P)H:キ ノ ン酸 化還元酵
素1 7)1 8)や , N A D H:チ ト ク ロ ー ム b｡還元酵素
l リ)
, キ サ ン ナ ン 脱水
素酵素l:-)が 知 られ て い る .
肺癌細胞を伺い た 研究 で は, D T Dの 活性 と M M C感受性が相関
す る と報告 さ れ て い る が
20)
, 耐性株を用い て M M C耐性 にお け
る D T Dの 意義 を検討 し た報告は 見当た ら な い . 著者 は , 非小
細胞肺癌細胞株を用 い て M M C耐性株を樹立 し, そ の 耐性機鳳
とく に D T Dと の 関連 に つ き椅討を加 え た .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 試薬
R P M I1640培 地お よ びリ ン 酸緩衝生 理 食塩水 (C alciu m-fr ee and
m egn esiu m一 打e eDulbe c co
,
s pho sphate -buffereds alin e, P B S) (PH 7･4)
は , ニ ッ ス イ 典品工 業(東京)よ り購入 した . ウ シ胎児 血清 は三
光純薬工 業 (束京) よ り購入 し た . M MC, ア ドリ ア マ イ シ ン
(adria mycin), 7-N-[2-[【2-(γ -I/ グ ル タ ミ ル ア ミ ノ)エ チ ル]
-i;チ
オ]- エ チ ル】- マ イ トマ イ シ ン C (7- N-[2d[[2-(γ Lgluta mylamin o)-
平成9年2月7日受付, 平成9年4月14日受理
A bbreviatio n s: D IC, dicu m ar 01;D T D, DT
㌧diaphor as e;E O 9, 3-hydr oxym ethyl
-5-aZiridinyl-1- m ethyl-2-(H-indole-4,7-
indio n e)- pr Ope n Ol; GS H, glutathio n e; G S T, glutathio n e
-S-tran Sfe r a s e; M M C, mitoTnyCin C; M T r, 3-【4,5-
dim ethylth iaz ol-2-yl]-2,5-diphenyltetra zoliu m br o mide;N S C L C, n O n-S mallcell lu ng c an C er;P B S･ Calciu m
- &ee and
m egn e siu mせ ee Dulbe cc o
,
spho sphate⊥血ffer eds alin e; m S,T hs













ethylトdithio]- ethyl]-M M C, K W-2149) お よ び 3一水酸化 メ チ ル ー5-
ア ジリ デ イ ニ ル ー1- メ チ ル ー2-(H一 イ ン ド ー ル ー4,7-イ ン デ ィ オ ン)- プ
ロ ペ ノ ー ル (3-hydr o xym ethyl-5-a Ziridinylpl- m ethyl-2-(H-indole-
4,7-indio n e)-prOpe n Ol, E O 9)は協和発酵工 業 帰京) より供与を
受けた .
3
H -M M C は, Ar aiら に よ っ て 報 告 さ れ た 方法
1)に よ
り Am ar Sha mInte rn atio n al(Bu ckingha m shire, England)で合成
さ れ た も の を協和発酵 工業 より供与 さ れ た . シ ス プ ラ チ ン
(cisplatin) お よ び エ トポ シ ド (etopo side) は 日本化薬 (東京)よ
り, カ ル ポ コ ン (c arboqu o n e) お よ び ニ ム ス ナ ン (nim u stin) は
三 共(東京) より , ビ ン デ シ ン (vinde sin e) は Lilly Re s e a r ch
I.abo ratorie s(Indian apOlis, U S A) より, そ れ ぞ れ供与を受けた .
メ ナ ジ オ ン (2- m ethyl-1,4-n aphthoquin o n e, m e n adio n e), ジク マ
ロ ー ル (dic u m a rol, DI C), ツ イ ー ン 20, シ ア ン 化 カ リ ウ ム , ジ
メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ドは 和光純薬工業 (大阪) より購 入 した .
他の 試薬 は特記 しない か ぎりSigm aChe mic al(St. I.o uis, U S A)
より購入 した .
Ⅰ . 細 胞株
ヒ ト非小細胞肺癌株P C-9 は, 東 京医科大学早 田義博博士 ら に
よ っ て 肺腺痛 の 患者か ら樹立 さ れ た もの を倶与され た . 培 養は
10 %の 非 働化 し た ウ シ 胎児血清, 100llg/mlの ス ト レ プ ト マ イ
シ ン , 100単位/ml の ペ ニ シリ ン を加えた R P M I1640培地(以
下, 培養液 と略す) を用い , 37 ℃, 湿潤, 5 % C O2/9 5 %空気の
条件下で行な っ た . P C-9 の M M C耐性株 は, 以 下 に示す方法で
分離 , 樹立 した . すな わち, M M Cを 0.01pg/ml加 えた培養液
中で P C-9を培養 し , 継代 し た. P C-9と 同様 な状態 で継代可能
と な っ た後 , 培養液中の M M C濃度を 0.02p g/ml に 上げ, 薬剤
暴露開始か ら約4 か月後 に, こ の 濃度で 継代 打能 とな､つ た細胞
を得 た . こ の 細胞を96穴 の マ イ ク ロ プ レ ー ト に蒔 き, 薬剤を
含まな い 培養液で培養 し, 増殖の 良好な細胞を選別 した . こ の
耐性株をP C-9/M C 2 と し た. 同様 に し て , P C-9/M C 2 か ら0.04
pg/ml の M M Cを含む培養液 で継代可能 と な っ た 細胞 を得 て ,
P C-9/M C4 と した. また , 同 じ親株を用い て 国立 が ん セ ン タ ー
研究 所薬効試験部 に お い て 樹 立 さ れ た P C-9/C D DP
ココ)は , 同部
長の 西条長宏先生の 御厚意 に より分与 さ れ た もの を使用 した .
各々 の 耐性株は , そ れ ぞ れが 選択分離 され た濃度 の M M C を含
む培養液 で 1 年間培養 し, 実験に 用い る にあ た っ て は , 少 なく
と も4週以 上 M M Cを含ま な い 培養液中で培重 した .
Ⅱ
. 増殖 曲線 と倍加時間
ト1)プ シ ン ー E D TA溶液で処理 し, 3,000細 胞/mlの 濃度に 調
整 し た単細胞浮遊液を, 底 面積 25c m2 の プ ラ ス チ ッ ク培 養フ
ラス コ に 10mlず つ 分注 し, 12 日間ま で 培地の 交換 を行なわず
に培養 し た . 培 養開始3 日後 か ら 8 日後まで の 毎亡]と10日 後,
12 日後に トリ プ シ ン ー E D T A処理 に よ り, 単離細胞を回収 し,
トリ バ ン プ ル ー で染色 し, 非染細胞を生細胞と して 血 球計算板
で カ ウ ン トし た . 各細胞 1 日 につ き3 フ ラ ス コ ず つ の 生 細胞数
を算定 し, そ の平均値 を求め て 片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し, 対
数増殖期 の グ ラ フ の 傾きか ら倍加時間を求め た.
Ⅳ . 薬剤感受性試験
P C-9お よ びそ の M M C耐性株 P C-9/M C 2, P C-9/M C 4の各種
薬剤 に対する感受性 は , M o s m a n nら の 報告
23)に 若干の 変更 を
加えた以下 の 方法 に より検討 した . 対数増殖期 にある細胞をト
リ プ シ ン ー E D T A処理 して 回収 し培養液に浮遊 して 2 × 10
4/ml
に調製 し, こ の 細胞浮遊液を9 6穴平底 プ レ ー ト に各穴 10 pl
ずつ 蒔き, 2時 間静置培養 した. そ の 後, 最終濃度の 2倍 の 膿
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度 に希釈 した 薬剤溶液を各穴 に100plずつ 加え, 96時間培養 し
た . 培養後P B S に溶解 し 5pg/ml と した 3N[4,5- ジ メ チ ル チ ア ゾ
ー ル ー2- ylト2ふ ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド (3-【4,5-
dim ethylthia z ol
-2十ylト2,5-diphe nyltetraz oliu m br o mide, M T T)溶
液 を各穴 に20い1ず つ 加え て 4時間培養 し, 9 6穴平底プ レ ー ト
を毎分2000回転で10分間遠心した後, 上浦 を注意深く吸引 し,
ジメ チ ル ス ル フ ォ キ シ ドを各穴200plず つ 加え て プ レ ー ト撮遽
器 で 5分間振渡 し た . 各穴の 吸光度を自動吸光度計 E A R 34 0
A T(SI∬, Vie nn a, Au stria)を用い て 測定波長560n m, 対照波長
660nm で 測定 した . 薬剤を含ま な い 培養液の み を加え た 6穴
の 吸光度 の 平均値を コ ン トロ ー ル と し, そ れぞれ の 薬剤を加え
た 6 穴の 吸光度 の 平均値をコ ン ト ロ ー ル に対す るパ ー セ ン テ ー
ジ で 表し, 生存率 (%) と した . 1 回の 実験 は 同時に 3個 の フ
ラ ス コ か ら 回収 した細胞を別々 の プレ ー トに 蒔き, 3 プ レー ト
の 生存率の 平均値をも っ て そ の 実験 にお け る 生 存率 の 値 と し
た . 薬剤感受性 の 指標と して の 50%増殖抑制濃度qC5J は, 薬
剤濃度 の 対数変換値と生存率 の Hi11変換値 (log【生存率/ (100
一 生存率)】) の 回帰直線の Ⅹ切片と して 求め た. 感受性試験 は,
異 なる 日 に最低 3回行ない , そ れ ぞ れ の 試験 ご と に求 め た IC5(,
億 の 算術平均 を各薬剤のIC5(,と し, 各細胞株間で比較検討 した .
薬剤耐性度 の 指標 と して , 相対耐性度 (relativ ere sistan c e, RR)
を , 耐性株 のIC5(,を親株 の1C5｡で 除 した値 と して 求め た .
Ⅴ . 細胞 内 M M C蓄積量の検討
対数増殖期 にある細胞 を トリ プ シ ン ー E DTA で 処理 して1び個 の
細胞を5 mlの 培養液 に浮遊 させ た .
3HpM M C(比放射活性4 4
Ci/m m ol)を非放射性 の M M C で希釈 し, 最終濃度10pM とな
る ように 細胞浮遊 動 こ加え た. 30分か ら 120分, 37 ℃の 恒温漕
内で振逸 しな が ら 培養 した 後, 毎分2,000回転で 5分間遠心 し
て 上 宿 を捨 て , 沈遮 に氷冷 した P B Sを加えて 2回洗浄 して ,
測定用 の 細胞沈撞 を得た . こ れ に 1規定 の 水酸化ナ トリ ウ ム 溶
液 0.5 ml を加えて 混和 し室温 に 一 晩放置 して細胞を破壊 し, 同
量 の 1 規定 の 塩酸 を加え て中和 した . そ の 後 Am e r sha m の
A C SIIシ ン ナ レ ー ダ ー を 10 ml加えて 放射活性を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー IJS CL700(Aloka, Arlingto nHeights, USA)
を月]い て 測定 し た.
Ⅵ . 細胞 内還元酵素活性 の測定
M M C を還元 括惟化す る酵素 と し て , D T D, N A D P H: チ ト
ク ロ ー ム P-450還 元酵素, N A D H: チ トク ロ ー ム b5 還元酵素の
活性 を測定 した . 対数増殖期にある 5 × 10
f～ 個 の 細胞 を, 水冷
し たP B S で 2桓=先浄し, 適当な緩衝液 を 500直加えて超音波破
砕装置So ni丘e r250(Bra n s o n, Danbu ry, U S A) をIT]い て細胞を破
壊 し, 4 ℃, 毎分14000回転 で15分間冷却遠心 し て得 た上 清を
測定検体と した . D T D活性は , Ern Ste rら の 方法
I7)に変更を 加
え た Be n s o nら の 方法刈 に よ っ て 測 定 し た . 破 彿汲 と し て 25
m M トリス 塩酸棲衝液(pH 7.4)を用 い , 0.07 % ウ シ血清 ア ル ブ
ミ ン , 0.01 %ツ イ
ー ン 20, 0.2 m M N A D P H, 5tlM フ ラ ビ ン ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オチ ド を加え た緩衝液I和ニ, 10 ない し1 00ll
の 検体を加え, 最後 に吸光度計内で 2,6- ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル イ
ン ドフ ェ ノ ー ル を最終濃度4 0pM と な る よう に 加えて6 00n m
で の 吸光度の 減衰速度を求め た . こ の 反応を20uM の DICの 存
奄 下 と非存在下 で 行ない , そ の 差を求め , 酵素活性を算出 した ･
N A D P H: チ トク ロ ー ム P-450 還元酵素活性 は, P hilipsら の 方
法2 5)に より測定 した. 援衝液と して 0.3 3 M の リン酸 カ リ ウ ム
綾衝液 bH 7.6) を用 い , 1 m M シ アン 化カ リ ウ ム , 0･01 % ウシ
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血 清 ア ル ブ ミ ン , 50tlM チ トクロ
ー ム C, 42pM N A D P Hを加
え た反応液中 に, 検体 100mlを加え, チ トク ロ ー ム c の 吸光度
の 減衰を 550n m で 測定 し た. N A D H: チ トク ロ ー ム b5 還 元酵
素 の 活性 は Yubis ui らの 方法朋 で測 定 した . 10mM の リ ン 酸 カ
1) ウム 横衝液bH 6.6)を用い , 0.1 m M N A D H, 0.5 m M シ アン
化鉄(ⅠⅠ)カリ ウム を加えた反応液中に , 50pl の 検体 を添加 し ,
420n m で の 吸光度 の 低 下 速度 か ら 活性 を算出 し た . 検 体 の 蛋
白濃度 を ビ シ ン オ ニ ン 酸 蛋白測定キ ッ ト (bicin cho ninic a cid
protein assaykit, Pier c eChe mical, Ro ck brd, U S A)を用 い て 求
め, 酵素晴性 は い ずれ も単位蛋白量当り に換算 した .
Ⅶ . 細胞内グル タ チ オ ン(glutathione, G S H)含量お よびグル
タ チ オi/ - S - ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (glutathio n e- S -
transfera s e, G S T)活性の測定
細胞内 G S H含量 は G rifBth らの 方法27)に準 じ て測定 し た . 細
胞 の ペ レ ッ ト に リ ン酸 E D T A溶液 (12 5m M K軋POJK2H P O｡,
pH 7.5, 6.3 mM E D T A) を30 0pl加え て 超音波破砕 し た. こ れ
に5- ス ル フ ォ サ リ チ ル 酸12 %溶液を加え, 櫓拝 し た後, 室温 で
3 時間放置し, 4 ℃, 毎 分14,0 00回転 で 15分間冷却遠心 し て
上 帝を採取 し た . 吸 光 度測定用 の キ ュ ベ ッ ト に 0.3 m M
N A D P H溶液700pl, 6 m M 5,5' - ジチ オー ビ ス ー2ニ ト ロ ベ ン ゼ ン
酸溶液100pl, 上 清10011l, 500m M リン酸 カ リ ウ ム 横衝液 bH
7.5)100ll を加え, さら に 2時間室温 で放置した . この 反応液
に グ ル タチ オ ン 還元酵素0.5単位を加え, 412n mの 吸光度を測
定 した . 上帝 の代 わ り に 種 々 の 濃 度 の G S即容液を加える こ と
に よ っ て 標準曲線を求 め , こ の 曲線 を 用い て 細胞内の G S H含
量を定量 した . 細 胞内 GS T活性 は , Habig らの 方法
2 別
に より 測
定した. 細胞の ペ レ ッ ト に リ ン酸 カリ ウ ム 薇衝液 bH 6.5) を加
え て超音波破砕し, 4 ℃, 毎分1 4,000回転 で1 5分間冷却遠心
し て上 清を採取 した . こ れ に , 1m M G S H, 1 m M l- ク ロ ロ ー2,4-
ジ ニ トロ ベ ン ゼ ン を加え, 時間当りの 340n m で の 吸光度変化
を測定 した . GS H含量, G S T活性 は い ず れ も単位蛋白量当り
に換算した.
Ⅷ . D T D蛋白量 の検討
細胞内の D T D蛋白の 量を, マ ウ ス 抗 ヒ ト D T Dモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗体 K M lO15を 一 次抗体 と して ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ
ダイ ゼ ー シ ョ ン 法で 検討 した . E M lO15は , 東 京大学分子細胞
生物学研究所 の 鶴尾隆博士 と協和発酵工業が共同で作成 した も
の を好意に より僕与さ れ た . 細胞 を超音波破砕 し, そ の 上 清を
蛋白濃度0.03 か ら3m g/ml となる よ うに PBSで 調製 した . こ れ
に等量の トリ ス ーS D S- セ プラ ゾ ル (第 一 化学薬品, 東京) を加え
て95℃で5分間加熱 して 蛋白を変性 させ , そ の 20ml を10 %/
20 % ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル (第一 化学薬品) の ウ ェ ル に 注入
して , 60m A の 定電流で電気泳動を行 な っ た . 泳動終了後 , ゲ
ル 上 の 蛋白質 を 66mA, 1時間半の ブ ロ ツ テ ィ ン グ に より , ポ
リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド素材の 転写膜 (ミリ ポ ア , 東京) に
転写 した . 転写済 の 膜を 0.1%匝/可 ツ イ ー ン 20を加えた 100
m M トl)ス 棲衝生理食塩水Crtis-bu鮎r ed saline with Tw e e n20,
m S) 中 に移し, 30分間 2回洗浄 した . 一 次抗体 K M lO15を
5pg/mlの 濃度 に m S で希釈 し, この 溶液内に転写膜を移 し,
30分間反応 さ せ た . 15分間, 3 回 T T B S で洗浄 した後, ビオ
チ ン 化二 次抗体液中で 3･0分間反応 さ せ , 再 び 3 回 の 洗浄を繰
り返 し, ア ピジ ン D Hと複合体を形成 した ピ オナ ン 化 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ E の 溶液中で 3 0分間反応させ た . 3 回 の 洗浄 の 後 ,
づル オ キ シ ダ ー ゼ 基質として 0.02 %過酸化水素水 と0.1 %3,3一
ジア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ニ ッ ケ ル を含 む溶液中で 10分間反応さ せ ,
精製水で 洗浄す る こ と に よ り反応を停止 させ た . 二 次抗体以降
の 反応は , ベ ク タ ス テ イ ン エ リ ー ト A B C キッ ト, お よ び ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 基質 キ ッ ト (と もに Ve cto r, Bu rlinga m e, U S A) を
用 い た .
Ⅸ . DIC に よ る薬剤感受性 の変化 の検討
D T D に対 し比較的特異性 の 高い 阻害作用を示す DI C が, P C.
9 お よ び耐性株 の 薬剤感受性 に与え る影響を M T rを用 い た 方
準で検討 した . 薬剤接触時間は 1 時間と した . まず, 96穴の Ⅴ
底 プ ラ ス チ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト (Co sta r , Ca mbridge , U SA)
に 50plの DI C溶液ま た は培養液を分注 した . DIC は0.5 Nの 水
酸化ナ トリ ウム 水溶液 に溶解 した 後, 前実験 で細胞増殖抑制が
10 %未満 に留ま る席大濃度 であ っ た500pM まで 培養液で希釈
した . 水酸 化ナ トリ ウム の 最終磯度は0.01 N と な る よう に調製
し, コ ン ト ロ
ー ル の 穴 に も こ の 濃度 の 水酸化 ナ トリ ウム を添加
した . 各穴 に最終濃度 の 4 倍濃度 に調製 した 薬剤溶液を50ml
加え, さ ら に単細胞浮遊液を100pl加え, ピ ペ ッ テ ィ ン グ によ
っ て 十分 に混和 し た. 1 時間培養 し た後, 遠心 して , 上 清を吸
引除去 し, 薬剤を含まな い 培養液で 1 回洗浄 した . 遠心, 上浦
除去後各穴 に200plの 培 養液を加え, ピ ペ ッ テ ィ ン グ によ り浮
遊液と し た. こ の 浮遊液を平底 の マ イ ク ロ プ レ ー ト に移 し, 96
時間培養 した . そ れ 以 降 の 処理 は , 前 述の 方法 に した が っ た .
X . ア ル キ ル化 代謝産物の生成量 の検討
M M Cの ア ル キ ル 化代謝産物 の 生 成量を Ke n n edy ら の 方法
29)
に若干の 変更を加え て測定 し た. 約107個 の 細 胞を, 10m M の
リ ン 酸カ リ ウム 緩衝液 bH 6.6)内で 超音波破砕 し, そ の 上 清に
1 m M N A D P H, 1 m M N A D H, 0.1 % 4一 炒ニ ト ロ ベ ン ジ ル) ビ
リ ジ ン , 600llM M M Cを加え , 3 7℃ で 1 時間培養 した . 培養
後, 氷上 に移 して 2 mlの 水冷 した ア セ ト ン を加え る こ と に よ っ
て 反応を停止 させ , 1規定 の 水酸化ナ トリ ウ ム 1 ml を加えて発
色さ せ た . M M C と む抄ニ トロ ベ ン ジ ル) ビリ ジ ン の 重合体を
酢酸 エ チ ル4 ml で抽出 し, 1000× gで 2分間遠心 し て酢酸 エ チ
ル 相の 吸光度を54 0n m で測定 した .
XI . 統計学的処理
実験結果 は 貢 ± S D で表現 した . 統計 学的有意差 は, 対応の な
い ト検定を用 い , p<0.0 5を有意差あ り と判断 し た .
成 績
Ⅰ. 細胞倍加時間
培養開始後, P C-9 およ び P C-9/M C 2 は 4 日後 に , P C-9/MC4
は5日後 に対数増殖期 に入 っ た (図1). 細胞倍加時間は , PC-9
が 20時間, PC-9/M C2が 24時間, P C-9/M C 4 が 23時間と , 耐
性株で 増殖速度の 遅延 が認め ら れ た .
Ⅰ . 薬剤 感受性(表1)
M M Cの P C-9 に対 するIC5｡は0.19± 0.04tlM であ っ た の に対
し , P C-9/M C 2 お よ び P C-9/M C 4 に対す るI C5 ｡は そ れ ぞ れ
0.64± 0.18, 1.1± 0.6tlM であり, 相対耐性度 は各 々 3,4倍, 5.9
倍で あ っ た (図2 A). こ の 耐 性度 は , 薬剤 を 含まない 培地で少
なく とも4 か月間培養 して も不変 であっ た . 新 た に 合成 され た
M M Cの 誘導体 K W-2 14 9 に対 し て は P C-9/M C 2 お よ び PC-
9ノM C4の 相対耐性度 はそれぞれ 1.2倍, 1.3倍で あり, 有意な交
差耐性を示さな か っ た (図2 B). 一 方, 新規 の イ ン ド ロ キノ ン
系化合物 E O 9 に対 して は, 相対耐性度 は各々 4.9倍, 4.4倍 と ほ
ぼ 完全な交差耐性を示 した (図2C) . 他 の 化合物 に関 して は ,
M M C耐性非小細胞肺癌株の 耐性機構
ア ドリ ア マ イ シ ン の IC5(,が P C-9 で 0.40tlM , P C-9/M C 2 で 0.26
pM , P C
-9/M C 4 で 0･10pM と, 耐性 株で 有意 に感受性 の 克進が
認め ら れ た . 同様の 交差感受性 は, メ ナ ジ オ ン に つ い て も認め
られ た . ま た, A C N U に対 し てもP C-9/M C 4 に おい て の み 有意
な感受性克進が認め られ た. 実験を行 っ た他 の 化合物 で は 親株
と耐性株と の 間に 明ら か な感受性 の 変化 は認め ら れ なか っ た .
刀【. 細胞内 M MC蓄積量(図3)
細胞内 の M M C量 は , 6 0分後 には 耐性株 で親株の 約60% に低
下して い た が , P C-9/M C 2 と P C-9/M C 4の 間に は 差は 認め なか
っ た . ま た, 薬剤 の 排泄速度 に は 親株と耐性株の 間 に明 らか な
差異を認めなか っ た .
Ⅳ . 細胞内還元酵素活性(表 2)
2,6- ジ ク ロ ロ フ ェ ノ
ー ル イ ン ド フ ェ ノ ー ル を基 質と して 測定
0 3 6 9 1 2
In c ubatjo ntim e(days)
Figl. Gr o wth c u rv e of P C-9 c el1 1in e s. T he a v e rage c ell
c o u nts ofthre efla sks ate a ch day w e replotted. 0, P C-9; △ ,
P C-9/M C 2;口,P C-9/M C4.
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し た細胞内D T D活性 は, P C-9の 261.5士92.7 n m ol/ 分/m g蛋白
に対 し, P C-9/M C2 で は13.5± 3.2, PC-9/M C 4 で は1.3± 0.6 と,
そ れ ぞ れ 親株 の 約5‰ 0.5 % に低 下 し て い た . こ れ に対 し ,
N A D I土チ トタ ロ 岬 ム み5還元酵素晴性 は い ずれ の 耐性株でも親株
の 約3分 の 1 に低~Fして い たが , 耐性 株間で は差を認め な か っ
た . N A D P H:チ トク ロ ー ム P-4 50遼元酵素活性 は , い ずれ の 細
胞株でも検出感度以 下 で あ っ た .
V . 細胞内G S H含量お よび G S T活性(表 3)
細胞内 G SIi含量は各細胞株 の 間で有意な差を認めなか っ た .
G ST活性 は , P C-9/M C 4で の み 親株 に比 べ 有意な低下 が 認め ら
れ た .
Ⅵ . D T D蛋白量
細胞内D T D活性の 低下 が D T Dの 量的変化 に よ るも の か , 変
異蛋白 に よ る質的変化の た め か を明ら か に する た め , 細胞内の
D T D蛋白量を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法を用い て 検討 した . 電気
泳動 ゲ ル の各レ ー ン に各細胞株の 超音波破砕物を蛋白量 と し て
1.5早g加えた と こ ろ , 図4 に示す よう に親株P C-9の レ
ー ン で の
み 約33 k Daの 位置 に抗 D T D抗体 と反応す る バ ン ドを確認 でき
た . 試料 の 蛋白量を0.3 p gまで 減少させ て も こ の バ ン ドを確認
す る こ と が で き た. 一 方 , 耐性株で は, P C-9/MC2 で は 5pg,
P C-9/M C 4で は30pgの 蛋白量が同部位 に バ ン ドを確認する た
め に必要であ っ た .
Ⅶ . DIC に よ る薬剤感受性 の変化(図 5, 表4)
薬剤暴露時間を 1時間と した場合, P C-9 お よ び P C-9/M C4
に 対する M M Cの I C5(,値 は, 各々 12pM , 68tlM であり , P C-
9/M C 4の 相対耐性度 は5.7倍で あ っ た . 500pM の DI Cの存在
下 で は P C-9 の M M C感受性は , IC5(,倍が 2.0倍 に 上 昇 し, 感受
性 の 低下 を認め た が , P C-9/M C4 で は ほ と ん ど不変であ っ た .
一 方 , K W-2149 に対 し て は, DI C添加 に よ り, P C-9 で は感受
性 に変化を認 め な か っ た が , P C-9/M C 4で は2.0倍の 感受性克
進を認め た . E O 9 に対す る感受性 は , D ICの 添加に より著明 に
低 卜し, I C5｡値 はP C-9 で33倍, P C-9/M C 4 で は1.8倍 に増加 し
た . そ の 結果, DI C添加時 に は E O 9の 容 量反応曲線 は, P C-9
Tablel.Se nsitivities t ov a rious antica n cerage nts of P C
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Fig3. Acc u m ulatio n of M M C in P C-9 cell lin e s. T he c e11s of 5
× 10
6
in n u mbe r w e re c ultu r ed with 10pM [
3
H]-M M C fo rthe
indic atedtim e. Efnu x w a s ev alu ted by w a shing the c ells wi th
W a r mfre sh m ediu m afte r60q min dr ug e xpo s u r e a nd
re s u spe ndeding a nd inc ubating the c ells in drugqfre e m ediu m
for upto 120min afte r additon of thedrug. T he radio a c也vity
of the cells w e re m e a $u red and 豆
■
±S Dof thr e edete min atio n s
W e re Sho wn. ●,PC-9; ▲ , PC･9/M C 2;■,P C-9/M C4.
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Fig2. Gr o wth inhibitio n c u rv e Of P C-9 c ell lin e sby9 6 hr
e xpo s u r eto M M C(A), K W-2149(B) and E O 9(C). Su rvi ving
fr a ctio n s w e r ed te r min ed by M
′
rra s s ay a sde s c ribed in
M aterials a nd M ethods. Points and bar sindic ate 豆■±S Dofat
le a st thr e eindep6nde nt tripric ate e xperim e nts. ●, P C-9; ▲,
P C-9/M C2; ■,P C-9/M C4.
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Fig4. We ster nblot analysis of D T-diapho r a se c o nte t ofc ell
s onic ate sfr o mP C-9(1a n el) , P C-9/M C2(1an e2) a nd P C-
9/M C4qan e3)c ells. An am o u nt of l.5llg Ofcyto s olic protein
W aSlo adedonto e achla n e.
M M C耐性非小細胞肺癌株の 耐性機構
Table2. Activities o用 avo en zym es ofPC -9cell lin es
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307
a)
Ea ch v alueis言 ±SD of fiv edeter min ation s.
b)
Notdete cted.
e) Each v alu eis盲 士 S Doffourdeter minatio ns.
*
p<0.00 las co mpared tothe v alue of P C
-9, * *p<0･00 1as c o mpar ed to thevalu eof P C-9/MC 2,
* * *
p<0･05 as co mpar ed to
the v alu e of PC-9.
Tab le3. Glutathio n e-S-tran Sfer as e activities a ndglutathione c o nte nts ofPC-9 c el1 1ines
Cell lin es Relativ e resist an Ce
Glutathio ne-S- tran Sf6ras e actlVlty Glutathio n e c onte nt













Eachv alueis貢 土SD of fiv edeter min atio n s.
*
p<0.05asc o mpar ed tothe v alu e of P C
-9･
0.1 1 1 0 10 0 1 0 00












0.1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0
E O 9(〃M)
Fig5. Effects ofDICtr eatm e nto nthe s e n sitivityto M M C(A),
K W-2149(B) a nd E O9(C). P C-9(cir cle symboIs) and P C-
9/M C 4(squ a re symboIs) w e re expo s edto e a ch drugfo rl hr
with(clo s ed syrnboIs)o r witho ut(ope n symboIs)500pM DIC
a nd gr owthinhibitio n w e re m e a su r ed by M T ra ss ayfollo wing
9 6-hrin c ubatio n. Points a nd bar Sindic ate 豆±S Dofthr e e




































Fig6. Fo r m atio n of alkylating m etabolite sby the
cell
s o nic ate s of P Cp9 c elllin e s. T he a m o u nts ofalkylating
m etabolite s afte rl hrin cubatio n w er e31.5±7.9 ,4.5±0.6 ,2･3
±0.6 andabs o rban C eat540n m/hr/ m g pr oteinin P C-9, P C-
9/M C 2, P C-9/MC4 a nd P C-9/C D D P, r eSPe Ctively･ Colu m n s
and bar sindic ate豆■±S Doffo u rdete r min ation s. ★;P<0.0001 in
c o mparis on with P C
-9･ * *;P<0･0 5 in c o mpa riso n with P C
-
9/M C 2.
と P C-9/M C4 で ほ ほ同 一 と な っ た .
Ⅷ . ア ル キ ル 化代謝産物の生成量(図6)
ア ル キ ル 化代謝産物 の 生成量 は , 耐性株で はP C-9/M C 2 で親
株の 14 %, P C-9/M C 4 で 7.3 % と, 親株 に比 べ 有意 に減少 して
い た . ま た , 高度耐性 で ある PC-9/M C 4 で は, 耐 性度 の 低い
P C-9/M C 2 に比 べ 有意 に生成量 が減少 して お り, M M C に対す
るIC5｡と代謝産物の 生成量 との 間 に は逆相関が認め ら れ た ･ ま
た, シ ス プ ラ チ ン 耐性株P C-9/C D D P で は代謝産物生成量 は親
株 の 110 % であり, 低 下は認 め ら れ なか っ た .
考 察
今回著者 は, 非小細胞肺癌 の M M C に対す る耐性獲得機構 を
検討す る 目 的で , 非小袖胞肺癌細胞株 を M M C に持続接触 さ せ
る こ と に よ っ て そ の 耐性株を樹立 した . こ れ まで , ヒ ト肺 癌細
胞か ら樹立 さ れた M M C耐性株 は わ れ われ が 調 べ え た 限り報告
され て い な い . 得 られ た耐性株 は, 臨床 的に認 め ら れ る 耐性度
と ほ ぼ 同等 と考え られ る数倍 の 耐性を獲得 して い た . 他剤 に対
す る感受性 の 検討で は , 今 回使用 した既存の 抗痛割 に対 し て は
全く交叉耐性を認め なか っ た .
一 方 , 新 規の イ ン ド ロ キ ノ ン 系
抗癌剤で あり , M M C と共通 した 生 体内活性化機構 を有す る
E O 9
30)に対 して は , M M C と同等 以 上 の 耐性を示 した . さ ら に
M M Cの キ ノ ン 環の 7 N位 に 長い 側鎖 を有 し活性化機構が M M C
と は異なる と さ れ て い る Ⅳ 2149
31】
に対 して は , 交叉耐性を認
め な か っ た . 以上の こ と か ら , 著者が 樹立 した M M C耐性株 の
耐性獲得機構と して , M M C に特異的な 生 体内で の 還元 に よ る
ぜ副生化機構の変化 が重要である可能性 が示唆 さ れ た .
M M Cの 生体内活性化機構は, 有 酸素下 と無酸素下とで は 異
な る と さ れ て い る が , 有酸 素下 で は
一 部 の 報告
3 2)33)を 除 い て
D T Dに よ る 二 電子還元経路が 重要で あ る と さ れ て い る
34)Ⅷ )
そ こ で , 親株と耐性株と で D T Dの 細胞内活性を測定 し比較検
討 した と こ ろ , 耐性株 にお い て は耐性度 に相関 し て D TD 活性
の低下を認め た. DT D以外の活性化還元酵素 と して , N A D P H:
チ トク ロ ー ム P-4 50還元酵乳 およびN A D fI:チ ト ク ロ ー ム わ5還
元酵素の細胞内晴性 を測定 した と こ ろ , 前者 は い ずれ の 細胞株
でも測定感度以 下 で あ り, 後者 は親株 と耐性件 の 間で は 有意差
を認 め たも の の , 2 つ の 耐性株 の 間で は差を認 め なか っ た . こ
れ らの 結果 か ら, 細胞 内D T D活性 の 低下 が M M C に対 す る 耐
性獲得の 確序 と して 関与 し て い る もの と 考え られ た . こ の 細胞
内 D T D活性 の 低 下は , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に よ る 検討結果
か ら, D T D蛋白 の 量的減少 に よ る こ と が確認 さ れ た ･
ま た, ア ル キ ル 化代謝産物 の 生成量 は D T D活性 と相関し て
耐性株 で減少 して お り, IC5(一倍 と は 明瞭な逆相関 を示し た . 同
じ 親株の P C-9 から樹立 さ れ た シ ス プ ラ チ ン 耐性株で ある PC-
9/C D D Pで は , こ の 活性代謝産物 生成量 の 減少は み られ ず , こ
の 現象ほ ア ル キ ル 化剤耐性 に共通 で は な く, マ イ ト マ イ シ ン 耐
性株 に特異的である こ と が 示唆 され た .
さ ら に , D I C に よ る D T Dの 阻害実験 で は , P C-9 に おい て
M MC に 対す る感受性 の 低 下 を認め , 少 なく と も こ の 細 胞株 に
お い て は D T D が M M C感受性を規定す る重要な国子 の 一 つ で
あ る こ とが 確認さ れ た . しか し, 500いM の D ICの 存在下 でも
P C_9の M M C に対す る感受性 は P C-9/M C 4 に比 して 依然と して
高く , また , わ ず か な が ら D T D活性 の 残存す る P C-9/M C4 に
お い て DIC に よる感受性 の 変化が認 め ら れ なか っ た こ と には ,
何 ら か の 説明 が必要である . 500pM の DICは細胞内の D T D活
性を阻害する に は 十分 な濃度 と考えら れ
1 7)
, 実際, D T D との 親
和性が非常 に高 い■E O 939)の 感受性 は , D IC の 存在下 で高度耐性
株 にお い て も明 ら か に 減弱 し, 両者 の 容量反応曲線 は ほ と ん ど
一 致 し た. Keye sの 報告
4")で は
,
D T D を欠如 した細胞や無酸素
の 条件下 で は, メ カ ニ ズ ム は 不明で あ るが , D T D は M M C感受
性 を増強す る方向 に作用す る こ と が 示 され て い る. した が っ て,
P C-9/M C 4の よ う に D T D活性 の 著明 に低下 し た細胞株 で は,
D ICの 添加 に よ り , D TD 活性 の 阻害に よ る感受性減弱作用 と
撫酸素下 で 見 られ る ような増強作用が相殺 し , 見 か け上 感受性
の 変化 を生 じなか っ た 可能性 がある . もう
一
つ の 可能性と して,
孜 々 の 耐性株 に お ける 耐性獲得の メ カ ニ ズ ム が , D T D活性 の
低下 と い う 一 つ の 因子 で は なく, 複 数の 要素が 関与 し て い るの
か も知れ ない .
D T D活性 の 低~lT以 外 の 耐性獲得機序 に は い く つ か の 可 能性
が ある . まず , 細 胞内 へ の 薬剤 の 蓄積量の 低下 で ある が , ラ ベ
ル 体を用い た 検討で , 耐性 株で は 親株 に比 べ て, 細 胞内の 薬剤
濃度の 有意な低下 が 認 め られ , 細胞内薬剤濃度 の 低 l
ごは 耐性獲
得機序と して 関与 は して い る と考え ら れ る . しか し なが ら, そ
の 低下 の 程度 は 親株 の 約 3分 の 2 であり , Keye sら の 報告
11'と
比較す ると 数倍 の 耐性獲得を説明 しう る ほ どの 変化 と は考えが
た く, ま た, 耐性 度の 異 な る 2 つ の 耐 性株の 間で は薬剤の 蓄積
量 に差 は なく , 少 なく とも耐性度の と昇 には 関与 して い な い と
考 えら れ る . 薬剤蓄積量低 下 の 機序と し て は , 薬剤排泄速度に
明ら かな差 が み られな い こ と, ア ドリ ア マ イ シ ン , エ トポ シ ド,
ビ ン デ シ ン に対す る交差耐性を認 めない こ と か ら , P糖蛋白の
発現に よ る 薬剤排泄 の 克進 は否定的である . 佃の 耐性獲得機序
に関 して は, 一 般 的 にア ル キ ル 化剤耐性 の 磯序 と し て報告 され
て い るもの に, グ ル タ チ オ ン 系 に よ る細胞内解毒機構 の 克進や ,
DN A修復 の 克進があり, こ れら は こ れ まで M M C に対する耐性
獲得機序と して も報告 さ れ て い る
2 卜4)
. 後者 に 関 し て は今回の
検討で は不明で ある が , 前者 に 関 し て は 細胞内 G S H量 の 増加
や G S T活性 の 増加 は み ら れず , 著 者の 樹立 し た耐性株 で は耐
性獲得の 機序 と して は関与 して い な い もの と考え られる ･
以上 の こ とか ら, 著者 の樹立 し た M M C耐性非小細胞肺癌紺
M M C耐性非小細胞肺癌株の 耐性機構




ょ る都=泡内で の M M Cの 活性化 の 障害 が最も重要であ る と結論
さ れ た. DT D活性が非小細胞肺癌細胞 の M MC に対する感受性
規定固イー と し て 重要で ある こ と が 示唆 さ れ , D T D に親和性 の
高 い 新規抗腫瘍剤E O 9
`-2)の 非 小細胞肺癌 に対す る抗腫瘍活性 が
期待さ れ る と と もに , 逆 に K W-2149 はそ の 活性化が D T D に依
存 し ない
1`こ1)こ と よ り , M M C やE O 9 に抵抗性 の 非小細胞肺病 に
おい て も有効性が期待でき る. 著者の 樹立 し た細胞株 は, こ れ
ら MM C関連化合物 の 開発に有周な情報を提供 し, 薬剤抵抗性
の 高い 非小細胞肺癌 の 化学療法 の 進歩に寄与するもの と考え ら
れ る.
結 論
M M C耐性非小細胞肺嫡細胞株 を樹 立し , そ の 耐性獲得機序
に関 して 以 下の 結果を得 た .
1 . 本研究で 樹立 した 耐性株P C-9/M C 2 お よ びP C-9/M C 4 は,
親株 PC-9 に比 べ , 各 々 3.4胤 5.9倍の 耐性度を有 して い た ･
2 . 耐性 株 は, E O 9 に対 し て は 交差耐性を示 し た が , 新 規
MM C誘導体 である KW二2149を含 む他 の 抗腫瘍剤に対 して は 交
差耐性を示 さなか っ た .
3 . 細胞質内の D T D活性 は , P C-9/M C 2 で親株の 約 5 %,
P C-9/M C4 で約0,5 % に低1F してい た . また , ア ル キ ル 化代謝
産物 の 生成量 は各々 約14 %, 7 % に低~F し, 耐性株 に お い て
D T D活性 の 低下 と英剤活性化能の 低下 が 明 らか と な っ た ･
4
. 本研究 で樹立 した M M C耐性株 にお ける耐性獲得の 機序
と して , 細胞 内D T D活性の 低下 に 基づ く細胞内活性化の 障害
が重要と考え ら れ た.
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key w ords : mitomycin C, D T-diapho rase, EO9, K W-2 1 49, n On - Sm allc e11 lu ng cancer
Abstr act
To elu cidate the m e chanis m sofacquired resistan c eto mito mycin C(M M C)in n o n- Sm al c el1 1ung can cer(N SCL C), tW O
MM C-r e Sista nt N S CLC sublin e sw ere established usl ng P C-9 a s apar entcel line by c o ntin uous e xposur eto M M C･ T he
sublines, P Cp9/M C 2a nd P C-9/M C 4, W e re 6･4～ and 10-foldm o re re sista nt to M M Cthan theirpar e nt ce11 1ine, reSPeC tively, at
theIC5 0V alu eby M T Tas s ay･ T hey exhibited cr os s
- re Sista nc e to E O9, but w e re n otre sista nt t ocISPlatin, Vindesin e･ etOPO Side,
c a rboqu on e, Or a nOV el M MC de rivativ e, K W
-2 1 4 9･ T hey w er e collatera11y s e n sitiv eto adriamycl n a nd m enadione ･
Intracelluta r a c c u mulatio n of M MC was redu ced in the re sista nt sublin e sto about6 0 %ofthatin the pare n t Cells･ Cytosolic
D T～diapho r a s e(D T D) activitie s w e rredu cedto 1 3･5±3･2 in P C 9/M C 2and l･3±0･6 in P C-9 / M C 4 fro m 261･5±9 2･7
nm ol/min/m g pro t･ in the pa re n tP C- 9･ N AD H: CytOChrom eb5 r educ t as e activitiesin both ofthe re sista nt ce11 1ine s
slgnificantly de c r e a sed c o mpa redto thatin t
he pa r entc ell lin e･ A d dition of dic um arolres ulted in tw o-fold incr e as ein theI C50
v aluein PC-9, Wher eastheIC50 V alu e show ed no changein PC-9/ M C 4･ More o ve r, dicu m ar ol didno tafftctthe s e n sitivitiest o
KW -2 14 9 butdid de c re as ethe s en sitivitie st oEO9in both the pa rent and the resistant c ell lin e･ For mation of alkylating
metabolitehad significa n tlydec r e a s ed in the re si tant ce11s parallel
to thedegre eofre sista n ce･ It w as co n cluded thatdeficien t
drug aC tiv atio ndu eto decre as ed D T Dactiv lty Wa Simpo rt ant as a m
e chanis m of resista n c eto M M C in PC-9, a relatively
D T D-rich N S C L Cc ell line.
